
ISSN: 2476-6917; Modares Journal of Biotechnology. 2020;11(2):217-224

C I T A T I O N    L I N K S

Copyright© 2020, TMU Press. This open-access article is published under the terms of the Creative Commons Attribution-NonCommercial 
4.0 International License which permits Share (copy and redistribute the material in any medium or format) and Adapt (remix, transform, 
and build upon the material) under the Attribution-NonCommercial terms.

Isolation, Purification, and Determination of Biochemical 
Properties of Catechol 1, 2 Dioxygenase from Microbial Flora 
in Petroleum-Contaminated Soils

[1] Biodegradation of the aromatic fraction from petroleum diesel fuel by Oerskovia sp ... 
[2] Microbial remediation of petroleum contaminated soils and the role of rhizosphere ... [3] 
Petroleum hydrocarbons (PH) in groundwater aquifers: An overview of environmental 
fate, toxicity, microbial ... [4] Properties of catechol 1, 2-dioxygenase in the cell free extract 
and immobilized ... [5] Purification and characterization of catechol 1, 2-dioxygenase ... [6] 
Microbial degradation of ... [7] Biodegradation kinetics of phenol and catechol using ... [8] 
Bioremediation of high molecular weight polycyclic aromatic hydrocarbons: A review of ... 
[9] Catechol 1, 2-dioxygenase from the Gram-positive Rhodococcus opacus 1CP: Quantitative 
structure/activity relationship and the crystal ... [10] Purification and characterization of a 
novel catechol 1, 2-dioxygenase from Pseudomonas ... [11] Purification and characterization 
of catechol- 1, 2- dioxygenase ... [12] Bioremediation of high molecular weight polyaromatic 
hydrocarbons co-contaminated with metals in liquid and soil ... [13] High activity catechol 
1, 2-dioxygenase from Stenotrophomonas maltophilia strain KB2 as a useful tool ... [14] A 
rapid and sensitive method for the quantitation of microgram quantities of protein ... [15] 
Purification, biochemical properties and substrate specificity of a catecho ... [16] Structural 
roles of the active site iron (III) ions in catechol 1, 2-dioxygenases and differential secondary 
structure changes ... [17] Structural roles of the active site iron (III) ions in catechol 1, 
2-dioxygenases and differential secondary structure changes ... [18] Interactions of cyclic 
hydrocarbons with biological ... [19] Effects of organic solvents on the enzyme activity of 
Subtilisin ... [20] Effect of organic solvents on the activity and stability of an extracellular 
protease ... [21] Enzymes and proteins containing manganese ... [22] Thermodynamics of 
protein folding: Methodology, data analysis ... 

The present study was accomplished to isolate, purify, and biochemically characterize the 
phenol-degrading enzyme from the bacteria existed in petroleum-contaminated soils. The 
catechol 1, 2 dioxygenase was extracted from Aneurinibacillus migulanus Isolate ZNU05 and 
purified using Q-Sepharose ion exchange chromatography column. The enzyme activity was 
examined under different pHs (ranged from 4 to 9), at different temperatures (ranged from 
20 to 70°C), in the presence of various metal ions chloride salts (Ca2+, K+, Mn2+, Co2+, Zn2+, Mg2+, 
Cu2+ and Na+), and with various solvents (ethanol, ethyl acetate, petroleum ether, acetonitrile, 
N-amyl alcohol, N-hexane, and toluene). In addition, the enzyme activity was investigated 
using different substrates such as phenol, catechol, benzoic acid, pyrogallol, and α-naphtol. 
SDS-PAGE analysis indicated that there was a single-band protein with a molecular weight 
of approximately 40kDa. The catechol 1, 2 dioxygenase had a maximum activity at 30°C and 
pH= 8.5. Moreover, the catalytic activity of the enzyme was increased in the presence of cobalt 
chloride and zinc chloride ions (5mM) as well as organic solvent of amyl alcohol, while it was 
decreased or inhibited in the presence of the other metal ions and organic solvents used. 
Among different substrates, catechol was the most favorable for the enzyme, so that, the Vmax 
and Km were 8.959U/mg and 4.992µm/ml for the substrate, respectively.
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  دهیچک

سازی و شناسایی بیوشیمیایی آنزیم مطالعه حاضر با هدف جداسازی، خالص
های نفتی های حاوی آلایندههای موجود در خاککننده فنول از باکتریتجزیه

	Aneurinibacillusاز باکتری  اکسیژنازدی٢و١کتکولپروتئین انجام شد. 

migulanus	 Isolate	ZNU05  کروماتوگرافیبا استفاده از ستون استخراج و 
 تا ۴ بین فمختل هایpHدر  آنزیم فعالیتسفارز تخلیص شد.  -Q تبادل یونی

 مختلفی فلزی هاییون کلرید نمکدر حضور و  C٧٠°تا  ٢٠ دمایی محدوده، ٩
های و حلال Na+و  Ca ،+K ،2+Mn، 2+Co، 2+Zn، 2+Mg، 2+Cu  +2مانند 

 -ان الکل،آمیل -ان ،یتریلاستوناتر، پترولیوم ،استاتاتیلتانول، ا گوناگون شامل
 با استفاده از این آنزیم فعالیتهمچنین  شد. ارزیابیهگزان و تولوئن 

 -و آلفا ، پیروگالولاسیدفنول، کتکول، بنزوئیکگوناگون مانند سوبستراهای 
باند وجود تک بیانگر SDS‐PAGEبه روش آنالیز پروتئین شد.  بررسی نفتول

 اکسیژنازدی۲و۱کتکول. آنزیم بودکیلودالتون ۴۰ حدودبا وزن مولکولی  پروتئینی
 ی. فعالیت کاتالیتیکبیشترین فعالیت را داشت C۳۰°و دمای  pH= ۵/۸در 

مولار) و همچنین میلی۵های کلرید کبالت و کلرید روی (یونآنزیم در حضور 
های آلی و حلال فلزی هاییون یافت، ولی دیگرافزایش  الکلحلال آلی آمیل

ی سوبستراهاباعث کاهش و یا مهار فعالیت آنزیم شدند. از میان کاررفته هب
  maxV طوری کهبه بود، برای آنزیم تریمطلوبسوبسترای بسیار  ، کتکولمختلف

گرم و میلیواحد بر ۹۵۹/۸ به ترتیبا سوبستر این آنزیم برای  mKو 
  است.لیتر میکرومول بر میلی۹۹۲/۴
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  مقدمه

اخیر، مشکلات آلودگی  دههچند صنعت در  گسترش چشمگیر
خطرناک را با خود به همراه داشته  هایپسابمحیط زیست و 

ناشی از آلودگی آب توسط ترکیبات آلی و معدنی  .[1]است
 .[2]ی شده استموجب نگرانی عموم امروزهنفتی  هایفرآورده
آروماتیک مانند فنول و های از قبیل هیدروکربنهای نفتی آلودگی

تشکیل  را قسمت نفت ترینسمیکه پایدارترین و  مشتقات آن
یک عنوان بههمچون ایران  خیزنفتویژه در کشورهای ، بهددهنمی

در بسیاری از  امروزه فنول .[3]آیندبه شمار می ناپذیراجتنابمشکل 
عنوان به. با این حال عنوان ماده خام اولیه کاربرد داردصنایع به

مهم، توسط فاضلاب بسیاری از صنایع وارد محیط  ایآلاینده
، زاییزایی و سرطانجهش هایویژگیدلیل و به شودمیزیست 

و سایر موجودات را در معرض خطر جدی قرار  هاانسانسلامتی 
یابی دستهای بسیاری برای توجه و تلاش ،رو از این .[4]دهدمی
ی یا کامل فنول از مناطق یبازیابی جزپاکسازی و  هایفناوریبه 
  شده است. آلوده

دلیل حذف فنول، تیمار زیستی بهدر  گوناگون هایروش در میان
از  ضرر و سازگار با محیطبی نهایی بازدهی بالا و تولید محصولات
موجود در منابع  هایمیکروارگانیزم اهمیت بالایی برخوردار است.

برای تجزیه زیستی ترکیبات سمی  توانمندیکاتالیزورهای  ،آلوده
 آنهاصورت انتخابی از به و هستند هوازیبیصورت هوازی و به
ها میکروارگانیزماین  کنند.میعنوان منبع کربن و انرژی استفاده به

ترکیبات  کنندهتجزیه هایآنزیماز جمله منابع باارزش برای تولید 
	,5]آیندبه شمار میفنول و مشتقات آن  مانندآروماتیک  در  .[6

 یول نقش، کتکهامیکروارگانیزمترکیبات آروماتیک توسط  تجزیه
 گیرد ومیصورت یک ترکیب حد واسط شکل که به دارداساسی 

 هاآلایندهحذف آن از  بنابرایناز فنول بیشتر و  آنهمچنین سمیت 
کلیدی در  یاکسیژناز، آنزیمدی٢و١کتکول .[7]است مهمبسیار 
این آنزیم به فعالیت . استترکیبات آروماتیک  تجزیهمسیر 
 -سیسس، آروماتیک کتکول و تولید سی حلقه شدنشکسته
و سمیت آن را به میزان قابل توجهی  شودمیمنجر  اسیدموکونیک
	,8]دهدمیکاهش  های گوناگونی روی آنزیم بررسی .[9
اکسیژناز انجام شده است. در پژوهشی این آنزیم از دی٢و١کتکول

	Pseudomonasباکتری  aeruginosa  با استفاده از
سازی شد که عنوان منبع کربن و انرژی خالصهاسید ببنزوئیک

های خاص از جمله وزن مولکولی کم و فعالیت در دارای ویژگی
کننده همچنین این آنزیم از باکتری تجزیه .[10]شرایط اسیدی بود

های بیوشیمیایی جداسازی و فراسنجه .sp	Rhodococcusفنول، 
به جداسازی و شناسایی  [11]میلاز .[5]آن مورد بررسی قرار گرفت

کننده فنول اکسیژناز از باکتری تجزیهدی٢و١آنزیم کتکول
Acinetobacter	sp.  گرم بر ١پرداخت. این سویه توانایی تجزیه

ای نیز این آنزیم از سه سویه مطالعه درلیتر فنول را داشت. 
	Rhodococcus متفاوت pyridinvorans ،Ochrobactrum	

intermedium ناسو سودومو YL8 سازی شد و پس از خالص
ها دریافتند که بررسی تجزیه مواد فنولی توسط این سویه

شده از سازیاکسیژناز استخراج و خالصدی٢و١های کتکولآنزیم
های گوناگون عملکرد و کارآیی گوناگونی تحت شرایط سویه

  .[12]مختلف دارند
محیط و نیز  های نفتی ازبنابراین با توجه به ضرورت حذف آلاینده

های زیستی، مطالعه حاضر در راستای بازیابی آنها از طریق روش
باکتری از اکسیژناز دی۲و۱آنزیم کتکولجداسازی و تخلیص 

Aneurinibacillus	 migulanus های آلوده نفتی که از خاک
واقع در مناطقی از کرمانشاه جداسازی شده بود، انجام شد تا با 

بیوشیمیایی این آنزیم در حضور مواد  مطالعه پایداری و فعالیت
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مختلف شیمیایی و سوبستراهای گوناگون، گامی به سوی استفاده 
	پالایی برداشته شود.گسترده از این نوع آنزیم در صنعت زیست

  

  هاروشمواد و 

  گزینش باکتری
که  migulanus	Aneurinibacillusدر این مطالعه از باکتری 

شناسی در آزمایشگاه تحقیقاتی زیستتر فعالیت فنولازی آن پیش
 دانشگاه زنجان مشخص شده بود، استفاده شد. این باکتری از

 N(نفتی مربوط به ارتفاعات منطقه دودان  هایشیلخاک 
واقع در غرب استان کرمانشاه ) E ˝۶/۸´۱۱°۴۶و  ۰۱°۳۵´۲/۳˝

	16Sهای مولکولی (شناسایی توالی جداسازی و پس از بررسی

rDNA با عنوان (	Isolate	migulanus	Aneurinibacillus

ZNU05 .نامگذاری شده بود  
  آنزیم سازیجداسازی و خالص

طبق روش  اکسیژنازدی٢و١کتکولجداسازی و تخلیص آنزیم  فرآیند
 ۴٢آنزیم پس از گذشت  سازیخالص شد. انجام [5]قوشو  نداف

 گرفت. باکتری به محیط کشت بهینه انجام ساعت از زمان تلقیح
دور ۸۰۰۰دقیقه با سرعت  ۱۵محیط کشت حاوی باکتری به مدت 

سانتریفیوژ و رسوب باکتری حاصل، با  C۴°در دقیقه در دمای 
لیتر بافر فسفات به حالت سوسپانسیون در آورده میلی۲افزودن 

های شد. سوسپانسیون تحت سونیکاسیون قرار گرفت. سپس سلول
دقیقه در  ۲۰دقیقه به مدت دور بر ۱۲۰۰۰شده با سرعت شکسته
سانتریفیوژ شدند و محلول رویی برای استفاده در  C۴°دمای 

استفاده از  با کروماتوگرافی تبادل یونیمراحل بعدی جدا شد. 
 فسفاتسدیم بافربا استفاده از و دو مرحله  طی سفارز -Q ستون
 منظوربه شد.انجام  ۵/٨ و ٨/٧های برابر pHبا مولار میلی٢٠

الکتروفورز ه از شدوزن مولکولی آنزیم خالص تعیین
استفاده  (SDS‐PAGE)سولفات دودسیلسدیم -آمیدآکریلپلیژل
  .شد

  سنجش فعالیت آنزیم
اکسیژناز به روش دی٢و١کتکولتعیین فعالیت آنزیم 
 نانومتر٢٦٠گیری جذب در طول موج اسپکتروفتومتری با اندازه

انجام شد. اسید موکونیک- براساس تولید محصول سیس،سیس
 اسیدمیکرولیتر محلول بافر بوریک١٣٩٠مخلوط واکنش شامل 

مولار)، میلی۱۰میکرولیتر کتکول (۱۶۰) و pH= ۸مولار؛ میلی۵۰(
میکرولیتر ۲۰۰مولار)، و میلی۵۰آهن (میکرولیتر سولفات۲۰۰

میکرولیتر ٥٠مولار) بود. پس از افزودن میلی۲۰اسید (آسکوربیک
لیتر) به مخلوط واکنش، گرم بر میلیمیلی٢/٠با غلظت آنزیم (
دقیقه قرار گرفتند. در  ۱۰به مدت  C۳۰°در حمام آب گرم ها ویال

مولار میلی۵۰اسید نمونه شاهد، به جای آنزیم از محلول بافر بوریک
شدن کتکول برابر استفاده شد. ضریب خاموشی محصول اکسیده

یک واحد از فعالیت آنزیم برابر متر است. بر مول بر سانتی۱۶۸۰۰
میکرومول محصول در مدت زمان ۱است با مقدار آنزیمی که بتواند 

. غلظت آنزیم به روش [13]تولید کند C۳۰°دقیقه در دمای  ۱

عنوان استاندارد تعیین برادفورد با استفاده از آلبومن سرم گاوی به
  .[14]شد

  شدهخالصبیوشیمیایی آنزیم  هایویژگیمطالعه 
به فاصله  ٩تا  ۴های مختلف، بین pHفعالیت آنزیم در سنجش 

، استاتسدیم سه سیستم بافری با استفاده از واحد از یکدیگرنیم
با سوبسترای کتکول انجام  C۳۰°در دمای  بورات و فسفاتسدیم

در محدوده شد. همچنین برای یافتن دمای بهینه، فعالیت آنزیم 
 ۵/۸توسط سوبسترای کتکول در  C۵° با فواصل C۷۰°تا  ٢٠ دمایی

=pH .های مختلف بر منظور بررسی اثر نمکبه به دست آمد
فلزی  هاییوننمک کلرید اکسیژناز از دی٢و١فعالیت آنزیم کتکول

و  Ca ،+K ،2+Mn، 2+Co، 2+Zn، 2+Mg، 2+Cu+2 مختلفی مانند
+Na  مولار، در دمای میلی١٠و  ٥، ١در سه غلظت°C۳۰  ٥/٨و 
=pH  و در حضور سوبسترای کتکول در مقایسه با یون آهن
 ،استاتاتیلتانول، های ااثر حلالعنوان شاهد استفاده شد. به

هگزان و تولوئن با  -ان الکل،آمیل - ان ،یتریلاستون اتر،پترالیوم
و در حضور  pH= ٥/٨و  C۳۰°نیز در دمای  %٢٠ و ١٠ هایغلظت

  انجام شد. سوبسترای کتکول
آنزیم مورد بررسی فعالیت  منظوربهیین سوبسترای مناسب برای تع
پایروگالول، سوبستراهای فنول، کتکول،  مولارمیلی١٠غلظت از  نظر

برای هر . فعالیت آنزیم شداستفاده  نفتول - اسید و آلفابنزوئیک
در  pH= ۵/٨و  C٣٠°دمای  دریک از سوبستراهای مورد نظر، 

  شد. سنجیدهنمونه شاهد (دارای سوبسترا و فاقد آنزیم)  مقایسه با
  ناپذیربرگشتحرارتی  شدنفعالبررسی غیر 

) pH= ۵/٨بهینه (بورات با  به همراه بافر شدهخالصآنزیمی  نمونه
، ٢٠، ١٠زمانی صفر،  هایفاصلهبا  C۶٠°و  ۴۵، ٣٠ ،۲۰ در دماهای

و سپس بلافاصله به  )انکوبه( گرماگذاری دقیقه ۶٠ و ٥٠ ،۴٠، ٣٠
 خارجدقیقه انکوباسیون از یخ  ۱۵پس از  هانمونهیخ منتقل شد. 

گیری اندازه C۳۰° شدند و فعالیت نسبی آنها در سه تکرار در دمای
	شد. این آزمایش در سه روز و سه تکرار انجام شد.

  اکسیژنازدی٢و١بررسی سینتیکی آنزیم کتکول
، اکسیژنازدی٢و١کتکول آنزیم maxVو  mK محاسبهمنظور به

، ٢٥٠/٠، ١٢۵/۰های صفر، غلظتبهینه در  pHدر دما و  فعالیت آن
سوبسترا سنجیده شد. با استفاده از  مولارمیلی٤و  ٢، ١، ٥/٠
	GraPhpadافزار نرم prism	  هایجذبو با رسم مقادیر  6
منتن و با  -نمودار میکائیلیس آمده در برابر هر غلظت،دستبه

های هر محور نمودار لینویوربرگ به دست آمد و کردن دادهمعکوس
  .شدندمحاسبه  maxVو  mKمقادیر 

	HPLC تعیین غلظت کتکول طی واکنش آنزیمی با
عنوان سوبسترای بهینه و میزان منظور تعیین غلظت کتکول بهبه

کروماتوگرافی مایع با  حذف آن طی واکنش آنزیمی از دستگاه
 استفاده [15]و همکاران بریگانتیطبق روش  (HPLC)عملکرد بالا 

 ۱۲و  ۸، ۴صفر،  هایزمانین منظور واکنش آنزیمی در ه اب .شد
دقیقه متوقف شد و پس از  ۵دقیقه با جوشاندن به مدت 

مورد استفاده  باقیماندهسردشدن برای تعیین غلظت سوبسترای 
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، ۵/۲، ۵های قرار گرفت. با رسم منحنی استاندارد کتکول در غلظت
بر حسب سطح زیر پیک  مولارمیلی۱۵۶/۰و  ۳۱۲/۰، ۶۱۲/۰، ۲۵/۱

با توجه به حاصل از آن  معادلهنمودار در هر غلظت و با استفاده از 
مقدار کتکول موجود در  در نمونه و باقیماندهغلظت سوبسترای 

  واکنش، میزان حذف آن محاسبه شد.ابتدای 
  

  و بحث هایافته
 اکسیژناز از باکتریدی٢و١کتکولتخلیص پروتئین استخراج و 
ZNU05	Isolate	migulanus	Aneurinibacillus	

باکتری اکسیژناز از دی۲و۱پس از استخراج آنزیم کتکول
ZNU05	Isolate	migulanus	Aneurinibacillus  و دیالیز

) pH= ۸/۷سفارز ( -Qستون نمونه، تخلیص پروتئین با استفاده از 
های و همچنین در غلظت pHو با عبور بافر فسفات در همین 

نمونه از ستون  ۱۶کلرید انجام و تعداد مولار سدیم۵/۰تا  ١/٠نمکی 
آوری شد. میزان نسبی پروتئین و فعالیت آنزیمی در هر جمع

و حداکثر میزان  آنزیمی . با توجه به فعالیتگیری شدنمونه اندازه
نشده به ستون) نسبت به نسبی پروتئین نمونه اول (نمونه متصل

های نمکی)، این نمونه دوباره پس از دیالیز ها (غلظتسایر نمونه
سفارز بارگذاری و کروماتوگرافی انجام  -Qدر ستون  pH= ٥/٨در 

شد. فعالیت و میزان نسبی پروتئین در نمونه اول بیشترین میزان 
. غلظت پروتئین خروجی با رسم )۱(نمودار  بودت آنزیمی فعالی

مورد بررسی منحنی استاندارد برادفورد در حضور آلبومن سرم گاوی 
شدن در نیتروژن مایع با استفاده از قرار گرفت و آنزیم پس از غرق

  کن انجمادی خشک شد.دستگاه خشک
  

  
  pH= ٥/٨تخلیص آنزیم در  )۱نمودار 

  
بعدی شده، مدل سهبرای درک بهتر نحوه عمل آنزیم استخراج

با  ۱-۱۴افزار کایمرا اکسیژناز توسط نرمدی۲و۱ساختار آنزیم کتکول
و  1MPYبراساس مدل  (PBD)استفاده از پایگاه داده پروتئین 

). ۱شباهت عملکرد (در مصرف سوبسترای کتکول) رسم شد (شکل 
نوع آنزیم  ۲۱ با توجه به بررسی الگوی ساختاری

اکسیژناز دی۲و۱رسد آنزیم کتکولاکسیژناز، به نظر میدیکتکول
Aneurinibacillus	migulanus	باکتری شده از استخراج

ZNU05	Isolate  نیز الیگومر و در هر مونومر یک جایگاه فعال
 ۳۰۰ها حدوداً متشکل از وجود داشته باشد. این گروه از آنزیم

های باقیمانده اسیدآمینه هستند و در جایگاه فعال آنها باقیمانده
طوری که آمینواسیدی ترئونین، پرولین و تیروزین وجود دارند، به

شده است. با توجه ار حفاظتاسیدآمینه پرولین در این جایگاه بسی
به اسیدهای آمینه جایگاه فعال آنزیم، این جایگاه قطبی است و 

رسد سوبسترا در مسیر حرکت خود به سمت جایگاه به نظر می
کند. نتایج حاصل از مطالعات گریز عبور میفعال از یک کانال آب

دیگر حاکی از این است که تقریباً تمام اعضای خانواده 
 (III)آهن اکسیژناز هومودایمر و دارای یک کوفاکتور دی۲و۱کتکول

	,15]مونومر هستنددر هر  های پیشین، آنزیم . بنا بر گزارش[16
	Pseudomonasشده از باکتری اکسیژناز استخراجدی۲و۱کتکول

arvilla  موردی استثنایی و حاوی دو زیرمجموعه بسیار متجانس
مر باشد. این آنزیم شبیه تواند یک هموئید یا هترودایاست که می

وضوح به سه تواند بهبه شکل بومرنگ است و به همین ترتیب می
حوزه شامل دو حوزه کاتالیزوری که در هر انتهای بومرنگ ساکن 

 حوضه. در مرکز [17]هستند و یک حوزه لینکر در مرکز، تقسیم شود
آن  گریز قرار دارد که دو فسفولیپید در هر انتهایلینکر، تونل آب
  .[18]متصل است

  

  
اکسیژناز جداسازی و دی۲و۱بعدی ساختار آنزیم کتکولمدل سه) ۱شکل 
 Aneurinibacillus	migulanus	Isolate	ZNU05شده از باکتری تخلیص
  افزار کایمراشده توسط نرمرسم

  
SDS‐PAGE تعیین غلظت پروتئین و  

با استفاده  اکسیژنازدی۲و۱کتکولپس از بیان و تخلیص پروتئین 
سفارز، الکتروفورز به روش  -Qاز ستون کروماتوگرافی تمایلی 

SDS‐PAGE باند پروتئینی با وزن مولکولی حاکی از وجود تک
  ).۲شکل کیلودالتون بود (۴۰حدود 

  

  
نمونه  الف) عصاره خام؛ ب)اکسیژناز؛ دی۲و۱الکتروفورز آنزیم کتکولژل  )۲شکل 

  مارکر وزن مولکولی (کیلودالتون) آنزیم خالص؛ ت) اول؛ پ) در مرحله ستون ١
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  های گوناگونpHآنزیم در دماها و  فعالیت و پایداری بررسی
اکسیژناز دی٢و١کتکولآنزیم  فعالیت بر pHثیر اتبررسی نتایج 

مورد مطالعه قادر به  pHنشان داد که این آنزیم در محدوده 
مشاهده شد  pH= ٥/٨ فعالیت است و بیشترین فعالیت آن در

آنزیم  فعالیت بر دماثیر اتهمچنین بررسی نتایج  ).۲(نمودار 
اکسیژناز نشان داد که حداکثر فعالیت آنزیم در دمای دی٢و١کتکول
°C۲نمودار دهد (رخ می ٣٠.(  

  

  

  
های (ب) مختلف بر میزان فعالیت آنزیم pHاثر دما (الف)  )۲نمودار 
  اکسیژنازدی٢و١کتکول

  
بهینه برای آنزیم مورد نظر در محدوده  pHدر بسیاری از مطالعات، 

توان به این مطالعات می جملهقلیایی گزارش شده است. از 
اکسیژناز دی٢و١روی آنزیم کتکول [4]و همکاران سیلوامطالعه 
	Mycobacteriumشده از باکتری استخراج fortuitum  با

و  ندافو مطالعه  pH= ٨ و C٤٥°حداکثر فعالیت در دمای 
با  .sp	Rhodococcusشده از باکتری روی آنزیم استخراج [5]قوش

  اشاره کرد. pH= ٥/٧و  C٣٠°حداکثر فعالیت در دمای 
  اکسیژنازدی۲و۱کتکولفعالیت آنزیم بر سوبستراهای مختلف  اثر

کاررفته شامل در حضور تمام سوبستراهای به مورد مطالعهآنزیم 
نفتول  - و آلفا ، پیروگالولاسیدبنزوئیکفنول، کتکول، 

و بر این  فعالیت خود را حفظ کرد %۵۰بیش از  )مولارمیلی١٠(
های آلوده به پالایی در خاکتوان آن را برای زیستاساس می
های مختلف، به کار برد. حداکثر فعالیت آنزیم در هیدروکربن

). کتکول ۳نمودار حضور سوبسترای کتکول مشاهده شد (
کاررفته دیگر در وبسترای اصلی این آنزیم است و سوبستراهای بهس

رسد شوند و به نظر میمسیر تجزیه خود ابتدا به کتکول تبدیل می
سرعت آنزیم در تجزیه سوبسترای کتکول نسبت به سوبستراهای 
دیگر بیشتر است. با توجه به نتایج حاصل از شکست حلقه 

پالایی ند تثبیت و در زیستتواآروماتیک کتکول، این آنزیم می
  های آلوده به کتکول استفاده شود.فاضلاب

  

	
  اکسیژنازدی٢و١اثر سوبستراهای مختلف بر فعالیت آنزیم کتکول )۳نمودار 

  
اکسیژناز دی٢و١، کتکول[9]همکارانو  ماترادر مطالعه 

	.Rشده از باکتری جداسازی opacus فعالیت بالایی نسبت به ،
کتکول نشان داد. همچنین در میان تعدادی از کتکول و متیل

 ،[10]و همکاران وانگ مطالعهمشتقات کتکول مورد آزمایش در 
	.Pاکسیژناز حاصل از باکتری دی٢و١بالاترین فعالیت آنزیم کتکول

aeruginosa .در حضور سوبسترای پایروگالول بود	
  فلزی بر فعالیت آنزیممختلف  یهاونیو آلی ی هاحلالبرخی اثر 
 اثر هاپروتئین الکتروستاتیک هایکنشمیان بر آلی هایحلال
است.  متفاوت آب با آنها الکتریکدی ثابت چراکه گذارند،می
 ثابت کاهش و حلال قطبی خاصیت کاهش کلی طوربه
 بازشدن به منجر و الکتروستاتیک دافعه افزایش سبب الکتریکدی

	.[19]شودمی هاپروتئین ساختار
های مختلف بررسی اثر قطبیت حلال بر معیار استفاده از حلال

فعالیت آنزیم است. نتایج بررسی فعالیت آنزیم 
کاررفته شامل های آلی بهدر حضور حلال اکسیژنازدی٢و١کتکول

 -ان الکل،آمیل -ان ،یتریلاستوناتر، پترالیوم ،استاتاتیلتانول، ا
اتانول، نشان داد که  %٢٠و  ١٠ هایغلظتهگزان و تولوئن با 

الکل که ترکیبات دوقطبی با درجه آمیل -استونیتریل، تولوئن و ان
قطبیت متفاوت هستند، باعث افزایش فعالیت آنزیم شدند، در 

اتر که استات و پترولیومهگزان، اتیل -های انحالی که حلال
یند، فعالیت آنزیم را متوقف کردند آترکیبات غیرقطبی به شمار می

شده های آلی و مدل ارایه. با توجه به قطبیت حلال[20]) ۴نمودار (
الکل از سر رسد حلال آلی آمیلبرای آنزیم مورد مطالعه، به نظر می
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گریز در قطبی خود با جایگاه فعال و از سر غیرقطبی با کانال آب
ه است و سبب تسریع کنش برقرار کردمسیر عبور سوبسترا میان

حرکت سوبسترا به سمت جایگاه فعال آنزیم و افزایش فعالیت آن 
 -آلی نظیر ان هاییحلال در هاآنزیم شود. البته مهار فعالیتمی

ساختار  تخریب تواند ناشی ازمی اتراستات و پترالیومهگزان، اتیل
همچنین نتایج بررسی فعالیت آنزیم  .[19]آنزیم نیز باشد

های مختلف فلزی شامل در حضور یون اکسیژنازدی٢و١کتکول
2+Ca ،+K ،2+Mn، 2+Co، 2+Zn، 2+Mg، 2+Cu  و+Na  نشان داد

های فلزی سبب کاهش یا مهار فعالیت آنزیم که بیشتر یون
مولار میلی٥های کبالت و روی در غلظت شوند، در حالی که یونمی

  ). ۵نمودار سبب افزایش فعالیت آنزیم شدند (
  

  
  اکسیژنازدی٢و١فعالیت آنزیم کتکولهای آلی بر اثر حلال) ۴نمودار 

  

  
های فلزی بر فعالیت آنزیم های مختلف یوناثر غلظت )۵نمودار 
  اکسیژنازدی٢و١کتکول

  
های آهن و اکسیژناز در ساختار خود حاوی یوندی٢و١آنزیم کتکول

ها در مخلوط ین یونجیوه است و در بیشتر مطالعات حضور ا
دلیل داشتن نقش ساختاری و کاتالیتیک، سبب واکنش آنزیمی به

	,9]شودافزایش فعالیت آنزیم می های با توجه به اینکه یون .[21
های آهن و جیوه در یک گروه قرار دارند، کبالت و روی با یون

ها رفتار مشابهی از خود نشان دهند و رود که این یونانتظار می

ای در مطالعات افزایش فعالیت آنزیم شوند. نتایج مشابهسبب 
شده از استخراجاکسیژناز دی٢و١شده روی آنزیم کتکولانجام

Mycobacterium	fortuitum  و  [4]و همکاران سیلواتوسطP.	

aeruginosa  نشان دادند که فعالیت  [10]و همکاران وانگتوسط
های آهن و جیوه تحریک و در حضور این آنزیم در حضور یون

  شود.های مس، آمونیوم و منگنز مهار مییون
  ناپذیربرگشتحرارتی شدن بررسی غیرفعال
آنزیم در یک دمای خاص تغییرات ساختاری در کردن پس از انکوبه
دهد که در تفسیر مبتنی بر ترمودینامیک کلاسیک آنزیم رخ می
توان گفت که در برگشت به دمای پایین، بر حسب دما و آماری می

مدت زمان انکوباسیون، تغییر ساختار در بخشی از جمعیت 
آنزیم، های ناپذیر است و این تعداد از مولکولمولکولی برگشت

کنند که متناسب با این تغییرات ساختار طبیعی خود را کسب نمی
. نتایج [22]شودناپذیر، از فعالیت آنزیم کاسته میساختاری برگشت
ناپذیر ناشی از حرارت شدگی برگشتهای غیرفعالحاصل از آزمایش

اکسیژناز، بر دی۲و۱دهد که آنزیم کتکول)، نشان می۶(نمودار 
وباسیون، با شیب متفاوتی دچار افت فعالیت حسب شرایط انک

شده است که این تفاوت در روند کاهش فعالیت، بازتابی از 
طور ناپذیر است. اگر این تغییر رفتار، بهتغییرات ساختاری برگشت

شود که کمترین روند کیفی در منحنی مقایسه شود، مشاهده می
ته این دما، رخ داده است که الب C۳۰°کاهش فعالیت در در دمای 

همان دمای بهینه فعالیت آنزیم است. علاوه بر این، در مقایسه 
ها، مشخص شد که مدت زمان لازم برای کاهش فعالیت کمی داده

دقیقه است که در مقایسه  ۳۰به نصف مقدار اولیه در این نمونه، 
تر و بازتابی از پایداری ساختاری آنزیم های دیگر، طولانیبا نمونه
رایط است. همچنین، بهترین زمان ممکن برای واکنش در این ش

دقیقه محاسبه شد. نتایج این بررسی  ۱۰آنزیم با سوبسترا، پس از 
عنوان دمای بهینه گزارش شده که به C۳۰°دهد که دمای نشان می

است، دمایی است که در آن آنزیم بیشترین پایداری حرارتی را در 
  دهد.می شیوه انکوباسیون دمایی از خود نشان

	HPLCتعیین غلظت کتکول با 
 18Cبا استفاده از ستون  HPLCها توسط دستگاه نمونه

آب حاوی  -بررسی شدند. بدین منظور، متانول متر)میلی۴۶×۲۵۰(
عنوان محلول در جریان به )حجمی/حجمی(اسیداستیک  ۱%
براساس نانومتر استفاده شد. ۲۷۷لیتر و طول موج میلی۸/۰

منحنی استاندارد کتکول، غلظت باقیمانده کتکول طی واکنش 
). نتایج ۷شد (نمودار محاسبه  HPLCآنزیمی توسط دستگاه 

دهنده کاهش غلظت کتکول طی واکنش آنزیمی و درنتیجه نشان
	).۸اکسیژناز بود (نمودار دی۲و۱تجزیه آن به وسیله آنزیم کتکول

برای  تریمطلوبسوبسترای  ، کتکولمختلفی سوبستراهااز میان 
بود. نتایج محاسبه سینتیکی آنزیم  آنزیمفعالیت 
مقادیر  کهاکسیژناز برای سوبسترای کتکول نشان داد دی۲و۱کتکول

maxV   وmK گرم و میلیواحد بر ۹۵۹/۸ آنزیم به ترتیب
  .استلیتر میکرومول بر میلی۹۹۲/۴
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اکسیژناز دی٢و١کتکولناپذیر آنزیم شدن حرارتی برگشتنمودار غیرفعال )۶نمودار 

  های مختلفدر دماها و زمان

  

  
  

  
های مختلف نمودار استاندارد کتکول؛ الف) سطح زیر نمودار در غلظت )۷نمودار 

  های مختلف کتکولغلظت HPLCکتکول؛ ب) نمودار 

  

  
میزان غلظت کتکول باقیمانده طی واکنش آنزیمی  )۸نمودار 
  اکسیژناز بر حسب زماندی۲و۱کتکول

  گیرینتیجه
ی آنزیم ساز خالصمطالعه حاضر اولین گزارش در مورد استخراج و 

Aneurinibacillus	اکسیژناز از باکتری دی۲و۱کتکول

ZNU05	Isolate	migulanus  است که طی دو مرحله
تخلیص پروتئین با استفاده از ستون ی انجام شد. ساز خالص

به روش آنالیز پروتئین و سفارز  -Qتبادل یونی  کروماتوگرافی
SDS‐PAGE باند پروتئینی با وجود تک . نتایج بیانگرانجام شد

و دمای  pH همچنین .استکیلودالتون ۴۰ وزن مولکولی تقریباً 
 C۳۰° و ۵/۸ به ترتیب اکسیژنازدی۲و۱کتکولآنزیم  برای مطلوب

های متفاوت مزیتی برای استفاده از pHبود. فعالیت این آنزیم در 
 فعالیت است. آنها pHبر حسب  هافاضلابآن در تصفیه 

ی کلرید کبالت و روی و هاونیآنزیم در حضور  یکاتالیتیک
در  حالی کهدر ، ابدییمافزایش  الکلهمچنین حلال آلی آمیل

پیدا  کاهش ،رفتهرکاهبی آلی هاحلالو  فلزی یهاونی دیگرحضور 
 که توان گفتبنابراین می .شودیممهار  طور کلیبه و یاکند می

 ماهیت مثل تحت تاثیر عوامل مختلف آلی حلال در آنزیم پایداری
کاتالیز و  برای نیاز مورد آب آنزیم، مقدار حلال، خواص
سوبسترای بسیار  . کتکولردیگیمقرار  آنزیم کنفورماسیون

است. نتایج  اکسیژنازدی۲و۱کتکولبرای آنزیم  یتر مطلوب
شدگی حرارتی نشان داد که کمترین روند کاهش فعالیت غیرفعال

است و این دما را  C۳۰°ناشی از انکوباسیون دمایی، در دمای 
عنوان دمای بهینه برای پایداری ساختاری و منطبق بر توان بهمی

ی این هاافتهکه ی رسدیمنظر  بهفعالیت بهینه آنزیم تایید کرد. 
باعث ترغیب پژوهشگران برای مطالعه بیشتر روی  تواندیممطالعه 

از  شدهاستخراجاکسیژناز دی۲و۱کتکولآنزیم 
 Aneurinibacillus	migulanus	Isolate	ZNU05باکتری

  منظور کاربرد در سطح صنعتی شود.به
  

دانشگاه  یمیش گروه موثر یاز همکار  یسندگاننوتشکر و قدردانی: 
دانشگاه زنجان در  یقاتیتحق یهایشگاهمشهد و مجموعه آزما یفردوس
 ند.کنی میسپاسگزار  مطالعه حاضرانجام 
و به  ییدمورد تا یسندگانمطالعه حاضر توسط همه نواخلاقی: تاییدیه
  چاپ نشده است. یاارسال و  یگرید یهنشر

 ندارد.گونه تعارض منافعی وجود هیچتعارض منافع: 
پژوهشگر /(نویسنده اول)، نگارنده مقدمهفائزه ربانی  سهم نویسندگان:

(نویسنده دوم)، نگارنده  وهب جعفریان )؛%٣٠اصلی (
 احمد آسوده )؛%٤٠شناس/پژوهشگر اصلی/نگارنده بحث (مقدمه/روش

  )%٣٠شناس/پژوهشگر اصلی ((نویسنده سوم)، روش
 ارشد و با ینامه کارشناسیانمستخرج از پا مطالعه ینامنابع مالی: 

دانشگاه زنجان انجام شده  یمعاونت پژوهش و فناور  یمال یتحما
 است.
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